Deteksi Dini Virus Mosaik Pada Benih Dan Tanaman Nilam / Detection of Early Stage of Mosaic Disease on Patchouli Seed and Plant by Noveriza, R. (Rita) & Mariana, M. (Maya)
82  -  188  
182
 
DETEKSI DINI  VIRUS MOSAIK PADA BENIH  DAN TANAMAN NILAM  
 










Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat








Penyakit mosaik yang disebabkan oleh virus merupakan salah satu 
kendala 
 







melalui benih nilam dan serangga vektor sehingga penyebarannya sangat 
cepat dan sudah banyak ditemukan di sentra pertanaman nilam di 
Sumatera, Jawa dan Sulawesi.
 
Deteksi dini virus pada benih nilam 
merupakan langkah strategis untuk mengendalikan penyakit.
 
Penelitian ini 
bertujuan untuk mendapatkan teknik deteksi dini virus penyebab penyakit 










dilakukan di Laboratorium Proteksi Tanaman Balittro dari bulan Februari 













Sampel benih dan tanaman nilam bergejala mosaik diperoleh 









sampel diuji keberadaan 
virusnya dengan
 










Mouse, Anti Rabbit Universal
 
(SIGMA-USA). Hasil yang diperoleh 










dengan tingkat keberhasilan 100%. Teknik deteksi TBIA 
dan
 
DIBA mosaik lebih cepat dan mudah dibandingkan dengan ELISA
 
sehingga dapat dianjurkan kepada petani dan penangkar benih nilam untuk 




Kata kunci: Pogostemon cablin, virus
 







Mosaic disease of patchouli
 
plant caused by viruses
 
is one of the 
main constraints on patchouli oil production.
 





and insect vectors, therefore their spreadings are
 
very quickly and widely found in the center of patchouli plantations in 
Sumatera, Java,
 
and Sulawesi. Early detection of the viruses
 
in the 
seedling is a strategic step for controlling the disease. This study aimed to 
get an early detection technique of mosaic viruses infecting seedlings and 
patchouli plants by using serological techniques. This research was 
conducted at the Laboratory of Plant Protection Balittro from February 
2015 until April 2016. The serological
 
techniques performed were Tissue 
Blot Assay Immunobinding (TBIA), Dot Immuno Binding Assay (DIBA) 
and Enzyme Linked Immuno Assay (ELISA). Samples of the seedlings 
and patchouli plants showing symptomatic mosaic disease were obtained 
from nurseries or fields in Bogor, Pandeglang-Banten and Cigombong. A 





i.e. Potyvirus, Broad bean wilt virus 1.2; Cucumber mosaic virus
[AGDIA-USA] and Anti-Mouse, Rabbit Anti Universal [SIGMA-USA]. 
The results showed that all the three serological tests used can detect all 
types of mosaic viruses in infected seedling and patchouli plants with a 
success rate of 100%. The TBIA and DIBA techniques are faster and 
easier
 
than ELISA, therefore these techniques
 
are recommended to be used 























et al., 2012).  Penyakit ini ditularkan 
melalui benih nilam (tanaman nilam diperbanyak secara 
vegetatif) dan serangga vektor;
 
sehingga penyebarannya 
sangat cepat dan sudah banyak ditemukan di sentra 
pertanaman nilam di Sumatera, Jawa dan Sulawesi. 
Menurut BISWAS et al. (2016), deteksi virus secara dini 
sangat penting untuk memastikan amannya bahan tanaman 
yang digunakan sebagai benih.
 
Salah satu cara penting 
untuk mengurangi risiko dari virus yang berasosiasi pada 
tanaman
 
adalah mengembangkan teknik deteksi yang
berkualitas tinggi untuk virus. Teknik deteksi yang
berkualitas tinggi akan memberikan strategi manajemen 
yang efektif, biosekuriti untuk bahan tanaman impor dan 
sertifikasi kesehatan tanaman yang kredibel untuk produk 
ekspor pertanian dan bahan tanaman (KHATTAB dan 
ABDELKADER, 2015).
  
Teknik yang sudah banyak dilakukan untuk 
mendeteksi virus yang menunjukkan gejala mosaik pada 
tanaman nilam adalah serologi (Enzyme Linked Immuno 
Assay; ELISA) dan molekuler (Polymerase Chain Reacton; 
PCR). Teknik tersebut tidak ekonomis, lebih rumit dan 












sampel yang banyak. Selain itu juga membutuhkan 
peralatan yang banyak. Sedangkan TBIA adalah teknik 
yang lebih disukai untuk mendapatkan perkiraan yang tepat 










dan MIYATAKE (2009) bahwa teknik deteksi virus secara 
Tissue Blot Immunobinding Assay (TBIA) atau Dot Immuno 
Binding Assay (DIBA) adalah prosedur yang cepat dan 
dapat diandalkan untuk mendeteksi virus tanaman, seperti 
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Citrus tristeza virus  (CTV) dan Citrus psorosis virus  
(CPsV) pada tanaman jeruk.  Metode ini membutuhkan 
bagian  sampel tanaman yang sedikit  dan penyiapan sampel 
tanaman dapat dilakukan di lapangan. Jaringan tanaman 
yang sudah diteteskan (blotting)
 
pada membrane 
nitroselulosa dapat disimpan pada suhu 25
 
ºC selama 
sedikitnya 4 minggu sebelum pengujian dilakukan. Selain 
itu, membran yang sudah blotting
 
dapat dikirim ke 
laboratorium pengujian
 
untuk diproses lebih lanjut
 
dan 




dan MIYATAKE , 
2009).
 Tujuan dari penelitian
 
ini adalah untuk mendapatkan 
teknik deteksi dini virus penyebab penyakit mosaik pada 









 Sampel daun (bagian pucuk) dari benih tanaman nilam 
yang bergejala mosaik diperoleh dari (1) pembibitan 
Cimanggu, Kota Bogor
 
(6º26’ LS dan 106º48’ BT),
 
(2) pertanaman nilam varietas Sidikalang dan Pachoulina 













LS dan 104º48’ -
 
106º11’ BT). Pengambilan sampel 
dilakukan secara diagonal dengan 5 titik pengambilan, dan 
masing-masing titik 3-5
 












dan dibawa ke 









Teknik serologi yang digunakan adalah Tissue Blot 
Immunobinding Assay
 
(TBIA), Dot Immuno Binding 
Assay
 
(DIBA) dan Enzyme Linked Immuno Assay
  
 
(ELISA).  Antibodi yang digunakan adalah  (1) Potyvirus, 
(2) Broad bean wilt virus  1,2 dan (3) Cucumber mosaic 
virus  [AGDIA, USA]. Sedangkan konjugatnya adalah Anti 









Teknik TBIA mengguakan metode metode CHANG et 
al.(2011)
 





langsung pada membrane nitroselulosa
(Gambar 1). Membran nitroselulosa yang digunakan adalah 
Thermo Scientific
 
(USA), karena sudah diuji menggunakan 
jenis membrane yang lain tidak berhasil. 
 Setelah blotting
 
sampel kering, membran direndam di 
dalam larutan 5% Triton X-100 selama 10 menit, lalu 
dibilas selama 10 menit dalam larutan buffer KPS
 
(0,02M 
K2HPO4, 0,15M  NaCl, 0,05% Tween-20, pH 7,4), setelah 
itu direndam dalam larutan blocking (5% non fat milk, 
0,5% BSA bovine serum albumin dalam KPS). Membran 
kemudian diinkubasi pada suhu ruang sambil digoyang 
dengan kecepatan 100 rpm selama 1 jam. Tanpa dibilas, 
membran direndam dalam larutan campuran antibody 
(1:1000, AGDIA-USA) dan konjugat (1:2000, goat anti 
rabbit –IgG, SIGMA-USA). Antibodi dan konjugat 
dilarutkan dalam larutan KPS. Kemudian membran 
diinkubasi selama 2 jam pada suhu kamar sambil digoyang 
dengan kecepatan 100 rpm. Membran kemudian dicuci 
selama 10 menit
 
dengan larutan TBS (0,05 M Tris base, 
0,15 M NaCl, pH 7,6) yang mengandung tween 0,05% 
(TBST).
 
Pencucian diulangi sebanyak 2 kali masing masing 
selama 5 menit. Membran kemudian direndam dalam bufer 
substrat (100mM Tris-HCl pH 9,5, 100mM NaCl, 5mM 
MgCl2
 
5mM) yang mengandung nitro blue tetrazolium 








Bila reaksi positif akan terjadi perubahan warna putih 
menjadi ungu pada membran nitroselulosa yang telah 
ditetesi cairan perasan tanaman dan reaksi dapat dihentikan 
dengan merendam membran dengan akuabidest.
 
 
Gambar 1. Benih nilam (varietas Sidikalang) yang terinfeksi virus mosaik (A), blotting sampel daun terinfeksi pada membran 
nitroselulosa (B)
Figure 1. Patchouli seed (varieties Sidikalang) infected with mosaic virus (A), blotting samples of infected leaves on a 
nitrocellulose membrane (B)
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Teknik serologi DIBA  
Teknik DIBA menggunakan metode  CHANG  et al. 










yang telah ditambahkan sampel extraction buffer
 
dengan 
perbandingan 1:1 (b/v). Selanjutnya cairan perasan daun 
nilam tersebut diteteskan kepada  membran nitoselulosa 
(ukuran 0,45 mikron, Prod #88018-Germany) sebanyak 3 µl 
setiap sampel (Gambar 2B), Setelah tetesan sampel kering, 
membran direndam di dalam larutan 5% Triton X-100 






Sampel (daun nilam yang terinfeksi) digerus dalam bufer ekstraksi (A), cairan hasil dari gerusan daun (sap daun) 
diteteskan dengan menggunakan mikro pipet
 




Samples (patchouli leaves infected) ground in extraction buffer (A), the liquids resulting from scouring the leaf 





Sampel nilam yang sudah dikoleksi dideteksi
 
dengan 
metode serologi ELISA yang dibedakan berdasarkan 
prosedur kerjanya yaitu (1) Indirect-ELISA menggunakan 
antiserum Potyvirus
 
mengikuti metode AGDIA (USA)
 
dan 
(2) Direct-ELISA menggunakan antiserum Broad bean wilt 
virus
 
2 (BBWV 2) mengikuti metode DSMZ (Germany)
 





Selanjutnya hasil ELISA diukur 
nilai absorbansinya menggunakan microplate reader
 
pada 







positif apabila nilai absorbannya 1,5 kali lebih besar dari 







Deteksi virus Broad bean wilt virus
 





berhasil (100%) dilakukan 
pada 10 sampel benih nilam dengan menggunakan teknik 
tissue blot immuno assay
 
(TBIA) (Gambar 3 dan 4). Ada 
perbedaan yang cukup signifikan antara hasil deteksi virus 
BBWV2 dengan TBIA dibandingkan ELISA, dimana TBIA 
lebih sensitif dibandingkan ELISA. Sedangkan hasil deteksi






















































































Gambar 3. Hasil deteksi Broad bean wilt virus 2 (BBWV2) pada benih nilam dengan dengan teknik TBIA dan ELISA. Nilai 
absorban kontrol negatif = 0.109. td=tidak dideteksi
Figure 3. The results detection of Broad bean wilt virus 2 (BBWV2) on the seed patchouli with TBIA and ELISA techniques. 






















































































Deteksi Cucumber mosaic virus
 
(CMV) pada benih nilam dengan menggunakan teknik TBIA dan ELISA. Nilai 
absorban kontrol negatif = 0.109. td=tidak dideteksi
 Figure 4.
 
Detection of Cucumber mosaic virus
 
(CMV) in seed patchouli using TBIA and ELISA techniques. Negative 
control absorbance value = 0109. td = not detected
 
 
 Secara prinsip dan hasilnya, tidak ada perbedaan 





pada tanaman nilam 










telah dideteksi pada seluruh sampel yang 
diambil (data tidak ditampilkan) dengan prinsip teknik yang 
sama dan dianalisis dengan membandingkan antara metode 
TBIA/DIBA dengan ELISA.
 
Hasil deteksi virus mosaik Potyvirus
 
pada 45 sampel 
benih nilam asal Cigombong
 
dengan metode DIBA dapat 
dilihat pada Gambar 5
 
dan kemudian hasilnya dibandingkan 




Tabel 1. Deteksi virus mosaik  (Potyvirus)  pada sampel benih nilam yang berasal dari Cigombong
 























































































































































































































































































































































L1-SDK 15 0,984 Positif L2-PC1-15 0,592 Positif L3-SDK 15 0,714 Positif
Keterangan: L1,2,3 = lahan 1,2,3; SDK = sidikalang; PC1 = Pachoulina 1.
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Deteksi Potyvirus pada benih nilam yang berasal dari Cigombong dengan teknik DIBA. L1,2,3 = lahan 1,2,3. 




(akuades). N1,N2, P1-1 = kontrol positif
 
(tanaman 






on patchouli seeds derived from Cigombong with DIBA techniques. L1,2,3 = 1,2,3 land. SDK 
= Sidikalang. PC1 = Pachoulina 1. K = negative control
 
(aquadest). N1, N2, P1-1 = positive control
 
(Patchouli 




Hasil deteksi 45 sampel dari penangkar benih nilam di 
Kecamatan Cigombong,
 
Kabupaten Bogor terhadap 
Potyvirus
 
juga menunjukkan hasil yang sama antara teknik 
DIBA dan ELISA, seluruh sampel 100% terinfeksi 
Potyvirus. Banyak kemudahan dan kelebihan dalam 
menggunakan teknik TBIA/DIBA yaitu: (1). blotting sampel 
pada membran nitroselusa dengan teknik DIBA atau TBIA 
yang telah disimpan selama 1 bulan, masih bekerja dengan 
baik dan menunjukkan hasil yang sama
 
(data tidak 
ditampilkan). Hal ini bisa diaplikasikan
 
untuk melakukan
deteksi sampel nilam yang membutuhkan waktu 
transportasi yang lama dari lapangan menuju laboratorium, 
(2). antiserum yang telah digunakan, masih dapat 
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DIBA atau TBIA lebih murah dibandingkan dengan ELISA 
karena perbandingan antibodi yang digunakan adalah 1  : 
1000 untuk maksimal 120 sampel daun  nilam; sedangkan 
pada ELISA adalah 1 : 100 untuk maksimal 45 sampel daun 
nilam.
 
Jadi dalam penggunaan antiserum, teknik DIBA dan 





et al. (2014), TBIA merupakan 
teknik, yang
 
dianjurkan sebagai alternatif pengganti ELISA 
yang dapat diandalkan dalam survey penyakit tanaman 
dengan
 
skala besar, karena memiliki beberapa keunggulan 
yang dapat diringkas sebagai berikut:
 
(1) teknik ini mudah 
untuk menangani dan tidak memerlukan peralatan yang 
canggih atau operator sangat terampil;
 
(2) metode ini 
membutuhkan waktu yang singkat untuk eksekusi (kurang 
lebih 4 jam); (3) biaya adalah sekitar 50% kurang dari 
teknik ELISA;
 
(4) jumlah sampel harian yang bisa 
dikerjakan dua kali ELISA; (5) membrane dapat disimpan 
pada suhu kamar
 
selama beberapa hari sebelum deteksi 
dilakukan, hal ini sangat menguntungkan; dan (6) blotting
 
sampel dapat langsung dilakukan di lapangan, untuk 
mengurangi resiko penyebaran virus ke daerah baru
 
yang 
belum terinfeksi. Selanjutnya, TBIA terbukti sangat 
membantu untuk pengujian skala besar dengan biaya yang 






mendeteksi virus Cowpea mosaic comovirus
 
(CPMV) pada 







teknik TBIA sama dengan ELISA, yaitu 
menggunakan antibodi
 
untuk mendeteksi virus tanaman 
(HANCEVIC
 
et al., 2012). Namun, pada ELISA digunakan 
plat khusus yang terbuat dari polystyrene, sedangkan TBIA 
memakai membran nitroselulosa dan nylon. Itulah alasan 
bahwa teknik deteksi ini disebut sebagai TBIA atau DIBA. 
Seperti ELISA, TBIA juga memerlukan antibodi spesifik 
untuk menunjukkan sampel positif dan juga perlu sejumlah 
besar konsentrasi virus untuk mengurangi hasil yang 
negatif. Penggunaan teknik TBIA lebih menguntungkan 





lebih murah, dan tingkat sensitivitas serta 
kenyamanan
 
lebih baik. Teknik TBIA sudah banyak 
digunakan untuk mendeteksi beberapa jenis virus tanaman, 
seperti Bamboo mosaic virus
 
(BoMV), Bean yellow mosaic
virus
 







Sweet potato feathery 
mottle virus
 













TBIA atau DIBA lebih efektif 





Ada 8 keuntungan dari teknik TBIA yaitu (1) tidak 




(2) dapat meng blot  banyak sampel dan menguji untuk 
banyak virus, (3) membran yang sudah di blot dapat 
disimpan lama, (4) beberapa membran dapat diproses 
secara bersamaan, (5) membutuhkan peralatan yang 
minimal: shaker  (atau bisa digoyang dengan tangan), 
forcep, timer, gunting, wadah kotak plastik, dan lain-lain; 
(6) waktu pengujian proses yang pendek, kira-kira 4 jam,
(7) endapan ungu yang dihasilkan sifatnya permanen, 









 Ketiga teknik deteksi secara serologi [Tissue Blot 
Immunobinding Assay
 
(TBIA), Dot Immuno Binding 
Assay
 
(DIBA) dan Enzyme Linked Immuno Assay
(ELISA)] dapat digunakan untuk mendeteksi virus 









DIBA menggunakan antisera 
komersial berhasil mendeteksi 100% ketiga jenis virus 
(Potyvirus, BBWV2 dan CMV) yang menginfeksi tanaman 
nilam di pembibitan dan di
 
lapangan.  Kedua teknik ini 
lebih cepat dan juga mudah dibandingkan dengan ELISA 
sehingga dapat dianjurkan kepada petani dan penangkar 
benih tanaman nilam
 
untuk mencegah penyebaran penyakit 
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